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摘   要 
I 
摘  要 
Toll 样受体 3(TLR3)作为 Toll-like receptors (TLRs)家族的一员，在抗病毒
的天然免疫反应和诱导产生获得性免疫反应中发挥重要作用。它可以识别病毒
的双链 RNA，通过产生Ⅰ型干扰素以及引起树突状细胞介导的 NK 细胞和 T 细
胞的激活来抵抗病毒的入侵。TIR 结构域是 Toll 样受体家族和胞内的衔接蛋白
所共有的高度保守的结构域，它通过介导受体和衔接蛋白之间的相互作用进行
信号传导，因此在天然免疫反应和炎症反应中起到关键的作用。TLR 的信号传
导途径被含有 TIR 结构域的衔接蛋白调控，如 MyD88，MAL，TRIF 和
TRAM，与不同的下游衔接蛋白的相互作用使得各种 TLR 介导的信号传导途径
具有特异性。在人体内，除 TLR3 外，其余的 TLRs 都会利用衔接蛋白 MyD88
进行下游的信号传导，而 TLR3 则利用 TRIF 进行下游的信号传导，激活不同的
转录因子如 NF-κB，AP-1 和 IRF 以引起不同的免疫反应。因此解析 TLR3 的
TIR 结构域的结构、TLR3 与其下游衔接蛋白 TRIF 的 TIR 结构域复合物的结构
对进一步解释 TLR3 信号传导的特殊性具有重要意义。 
本课题主要通过分子克隆技术，将 TLR3 的 TIR domain 的基因序列构建到

























Toll-like receptor 3 (TLR3) is a member of the Toll-like receptor (TLR) family 
and plays a vital role in antiviral innate immune responses, as well as the subsequent 
induction of adaptive immune responses. TLR3 recognizes viral double-stranded 
RNA and serves to protect the host against viral infection by the induction of a range 
of responses including type I IFN production and DC-mediated activation of NK cells 
and CTLs. The Toll/interleukin-1 receptor (TIR) domain is a highly conserved 
signaling domain found in the intracellular regions of Toll-like receptors (TLRs) and 
in several cytoplasmic adaptor proteins. TIR domains mediate receptor signal 
transduction through recruitment of adaptor proteins and play critical roles in the 
innate immune response and inflammation. TLR signaling pathways are finely 
regulated by TIR domain-containing adaptors, such as MyD88, MAL, TRIF and 
TRAM. Differential utilization of these TIR domain-containing adaptors provides 
specificity of individual TLR-mediated signaling pathways. In human, most TLRs 
recruit MyD88 to mediate signal transduction except TLR3 which interacts with the 
adaptor protein TRIF and activates various transcription factors such as nuclear factor 
NF-κB, activating protein-1 and interferon regulatory factors, driving a specific 
immune response. Structural analysis of TIR domain of TLR3 and the complex of 
TIR domain of TLR3 and TRIF will be critical in signal transduction by TLR3.  
This study mainly focuses on the expression, purification, and crystallization of 
TIR domain of TLR3. Different length of TIR domain fragments were cloned in 
vector pET-22b and pET-28a, and soluble protein was expressed using prokaryotic 
expression system. The protein was purified by affinity chromatography and gel 
chromatography and screened for suitable crystallization conditions by vapour 
diffusion, which sets the foundation for the structural characterization of TLR3-TIR. 
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图 1-1. 天然免疫反应的三种识别机制 
Fig.1-1.Three recognition strategies used by the innate immune defense 
资料来源：Ingrid-Maria Bergman. Upsala Journal of Medical Sciences. 2011; Early Online, 1–10 
 
非自身微生物的识别基于模式识别受体（pattern recognition receptors & 
























失后，该细胞就被当成破坏的对象。以 NK 细胞为例，NK 细胞通过细胞表面的激
活受体和抑制受体和靶细胞相互作用，当两种受体都被结合时，抑制受体占主导
地位，即 NK 细胞处于抑制的状态。但当靶细胞自身的分子标记丢失后，NK 细胞
的抑制受体缺失了配体，从而使 NK 细胞从抑制状态中释放出来成为激活态。众
所周知，组织相容性复合物Ⅰ（MHCⅠ）在所有有核的细胞中都有表达，它可以
和 NK 细胞上的抑制受体结合，从而使 NK 细胞一直处于抑制状态。而在被病毒






括识别细菌、病毒、原生生物和真菌的 Toll 样受体（TLRs）和识别真菌的 C 型外
源凝集素受体（CLRs）；另一类是表达在胞内的受体，包括识别病毒核酸的 RIG-




RLRs 和 DAI 识别病毒的 RNA 或 DNA。RNA 被 RLR 家族识别，包括两个成
员，维甲酸诱导基因Ⅰ（RIG-I）和黑素瘤分化相关基因 5（MDA5），其相关家
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化的 RNAs，而 MDA5 则识别双链的 RNA。包含三重模块的 E3-泛素化连接酶
（TRIM25）对 RIG-I 的磷酸化是 RIG-I 发挥功能所必需的。RLRs 具有招募细胞
凋亡蛋白酶的结构域（CARD）结构域，可以和连在线粒体上的衔接蛋白 VISA 相
互作用，VISA 通过和 TRAF3 相互作用激活 IRF3 和 IRF7，还可以通过 FADD 和
细胞凋亡蛋白酶 10（caspase-10）激活 NF-κB[4]。dsDNA 被 DAI 结合，通过 TBK1
来激活干扰素调控因子 3（IRF3）。 
TLRs 是存在于细胞质膜和核内体上的一类Ⅰ型的跨膜受体。一旦结合配体，
它们依靠 TIR-TIR 的相互作用来招募衔接蛋白。TLR5，TLR7，TLR8 和 TLR9 的
信号传导主要依靠骨髓样分化初级反应基因 88（MyD88），而 TLR1，TLR2 和
TLR6 还需要 MyD88 衔接样蛋白（MAL）。TLR3 的信号传导则不依赖于 MyD88
和 MAL，而是通过诱导 β 干扰素的含有 TIR 区的衔接蛋白（TRIF）。TLR4 通过
MAL 和 TRIF 相关的衔接分子（TRAM）来分别招募 MyD88 和 TRIF。MAL 通过
4,5-二磷脂酰肌醇结合区定位在细胞质膜上，而 TRAM 通过其 N 端的豆蔻酰化固
定，这些衔接蛋白的信号传导 终导致核因子-κB（NF-κB）或干扰素调控因子 3
（IRF3）的激活[4]。 
NLRs 是一个比较大的受体家族，在人体含有 20 多种，包括结合核苷酸的寡
聚化区域 1（NOD1），结合核苷酸的寡聚化区域 2（NOD2），含有 NACHT 区、
LRR 区 和 PYD 区的蛋白（NALPs），ICE 蛋白酶激活因子（IPAF）和神经元凋
亡抑制蛋白（NAIP）。NOD 蛋白识别细菌肽聚糖（PGN）的不同部分，然后通过
受体相互作用蛋白（RIP2）激活 NF-κB 或者通过 CARD9 激活丝裂原活化蛋白激
酶（MAPK）。NALPs 和 IPAF 被激活后形成多分子的复合体即炎症小体，NALP3
招募衔接分子含有 CARD 的斑点状的细胞凋亡相关蛋白（ASC），后者再招募蛋





用或者参与信号传导来起始依赖于 CARD9 的 BCL-10-MALT1 复合物的激活。这
个复合物接着通过激活 IKK 复合物来起始 NF-κB 的信号传导。表达在骨髓样细胞
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的信号传导。CLRs 引发 MAPK 的激活，然后调控前炎症细胞因子的产生，而在
骨髓样细胞中，dectin-1 则通过引起活化的 T 细胞的核因子（NFAT）的激活来调
控前炎症细胞因子的产生[4]。 
1.2 Toll 样受体 
20 世纪末，Toll 先被认为是果蝇抵抗真菌感染必需的受体[5]。一年以后，





1.2.1 Toll 样受体成员及配体 
在哺乳动物的第一个 TLR，TLR4 被发现后，和 TLR4 结构上相关的几个蛋白
也被鉴定出来然后命名为 Toll 样受体[8]。至今为止，在人类中有 10 个 TLRs 被鉴
定，分别是 TLR1~TLR10 ，在老鼠中，有 12 个 TLRs 被鉴定，分别是
TLR1~TLR9、TLR11、TLR12 和 TLR13。TLR1~9 在老鼠和人类中都很保守，
TLR10 由于逆转录酶病毒的插入，使得 TLR10 在老鼠中没有功能。在人类的
tlr11基因上有一个终止密码子，导致 TLR11 在人类中没有表达[9]。 
TLRs 是一类Ⅰ型的跨膜糖蛋白，分子量大约在 90~115KD，由膜外的负责结
合配体的亮氨酸重复区（LRR）和膜内的负责信号传导的 TIR 结构域组成[10]。
LRR 结构域有 19~25 个串联的 LRR 模块组成，每个模块包含 24~29 个氨基酸，含
有保守的氨基酸序列 XLXXLXLXX，由 β折叠和 α螺旋以环连接组成。  
根据在细胞内的定位和识别的 PAMP，TLRs 主要可以分为两个亚组。一组包
括 TLR1、TLR2、TLR4、TLR5、TLR6 和 TLR10，该组受体表达在细胞膜上，主
要识别微生物的膜组件例如脂类、脂蛋白和蛋白质；另一组由 TLR3、TLR7、















第 1 章 前言 
6 
 
图 1-3. Toll 样受体和它们的配体 
Fig.1-3. TLRs and their ligands 
资料来源：Kiyoshi Takeda et al. International Immunology; Vol. 17; No. 1; pp. 1–14. 
 
各种受体的特异性配体也都被鉴定出来（见图 1-3）。TLR4 可以识别革兰氏
阴性菌的 LPS[11]。TLR2 和 TLR1 或 TLR6 联合可以识别不同的细菌组分，包括革
兰氏阴性菌的肽聚糖，脂多肽和脂蛋白以及支原体的脂多肽[12]，TLR2 和 TLR1 的
异源二聚体识别三酰基脂多肽而 TLR2 和 TLR6 的异源二聚体则识别二酰基脂多肽
[13]。TLR3 识别许多病毒复制时产生的双链 RNA[14]。TLR5 识别细菌的鞭毛蛋白
[15]。TLR7 识别合成的咪唑喹啉样的分子，鸟嘌呤核苷的类似物，来源于人类免疫
缺陷病毒 1（HIV-1），疱疹性口炎病毒（VSV）和流感病毒的单链 RNA[16]以及一
些 siRNAs[17]。TLR8 识别咪唑喹啉和单链 RNA[18]。TLR9 识别细菌及病毒的 CpG 
DNA 模块和疟原虫色素[19]。 




MyD88 （ myeloid differentiation primary-response gene 88 ）、 MAL （ MyD88-
adaptor-like又称TIRAP）、TRIF（TIR-domain-containing adaptor protein inducing 
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